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Resumo

No presente trabalho avaliou-se o potencial do emprego da técnica biofoténica ao monitoramento da qualidade microbioldgica de efluentes sanitérios, por meio
da detecgao de emissao ultrafraca de luz em testes envolvendo bactéria do grupo coliforme. Foram acompanhados os padrdes de emissédo de luz em camara
escura com o uso de efluente doméstico, antes e apds tratamento, incubados em meio nutritivo a base de lactose e lauril triptose. O controle foi efetuado com o
uso de cepa de Escherichia coli (ATCC 25.922), tendo seu crescimento sido monitorado por emissao de luz em camara escura com fotomultiplicador acoplado.
Os dados demonstraram que o monitoramento microbiolégico pode ser efetuado por meio técnica biofotdnica, podendo ser aplicado, com respostas rapidas,

ao monitoramento microbiolégico de efluentes, por meio de testes envolvendo coliformes.
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Abstract

The spontaneous light emission of living systems emerge as a promising methodology that applied to microbiological in monitoring water can lead to short-term
analysis. The present study evaluated the potential of biophoton measurements applied to wastewater monitoring by using ultraweak light emission in coliform
tests. The procedure is based on photon-counting measurements inside a dark-chamber, of wastewater samples, before and after treatment, inoculated in
nutrient presence/absence medium (lactose and lauryl triptose broth). Strain of Escherichia coli (ATCC 25,922) was used in control tests by monitoring the light
emission inside a dark-chamber with an acoplade photomultiplier. The data showed that microbiological monitoring can be done by photon-counting in real-time
applied to microbiological wastewater monitoring using coliform test.

Keywords: wastewater; coliforms; luminescence; monitory.

Introducao

As bactérias do grupo coliformes tém sido amplamente empregadas
no monitoramento da qualidade da agua, sendo Escherichia coli o micro-or-
ganismo indicador mais preciso de contaminacéo fecal. Os métodos atuais
de deteccdo apresentam, no minimo, 18 horas para obtencéo de resulta-
dos, sendo que em procedimentos tais como a técnica dos tubos multi-
plos, podem chegar até 48 horas para analise conclusiva. A importancia de

uma rapida deteccao de coliformes e Escherichia coli aplicada a qualidade e

seguranca da agua torna-se necessaria (MATHEW; ALAGESAN; ALOCIJA,
2004), e a técnica biofotonica apresenta-se como metodologia promissora
do ponto de vista operacional e econdmico, dada a constante geracio de
efluentes sanitarios em todo planeta.

O fenomeno da emissdo ultrafraca de luz foi reportado pela primei-
ra vez na década de 1920 por Alexander Gurwitsch. Esse pesquisador
demonstrou que a emissdo de luz espontanea em uma célula promo-
via a divisdo celular de outra célula contigua, fendmeno este denotado

como radiacao mitogenética, ou seja, radiacdo gerada em mitoses, com
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intensidade de algumas dezenas de fotons por segundo e comprimentos
de onda variando de 200 a 300 nm (RAHN, 1935). Posteriormente, o
fisico Fritz A. Popp introduziu o termo “bioféton” para expressar a ori-
gem e o carater quantico da fraca emissio de luz, emitida por organismos
vivos abrangendo a regido do espectro visivel e proximo a este (POPP,
2000). Esse fenomeno, com intensidade de 10" a 10° fotons.cm?.s!, é
encontrado em compostos organicos em conjunto com a atividade dos
sistemas bioldgicos e esta intimamente relacionado com as condicoes
metabolicas dos organismos (CHANG; FISCH; POPP, 1998).

Ao longo de 30 anos de pesquisas aplicadas, o grupo liderado por
Popp, além de outros pesquisadores, ndo s6 demonstrou a presenca
da emissdo espontanea de luz em seres vivos, como descreveram as
suas propriedades, com o desenvolvimento e a comprovacdo de hi-
poteses sobre as suas func¢des biologicas (BELOUSSOV; VOEIKOV;
MARTYNYUK, 2007). Hoje se sabe que essa emissdo correlaciona-se
intrinsecamente com todas as atividades da vida do organismo, e que
a luz emitida cumpre uma funcao biologica (BISCHOEF, 2005).

A emissdo espontanea de luz por micro-organismos ja foi estudada
com culturas de Pseudomonas fluorescens (NIKOLAEYV, 2000a, 2000b),
Paramecium caudatum (FELS, 2009), Escherichia coli (TRUSHIN,
2003a, 2004; TILBURY; QUICKENDEN, 1987, 1988), Serratia mer-
cescens, Deinococcus radiodurans, Proteus vulgaris e Lactococcus lactis
lactis (VOGEL; SUSSMUTH, 1998a, 1998b, , 1999a, 1999b; VOGEL,
GUO; SUSSMUTH, 1998). Outros trabalhos discorrem sobre meca-
nismos de defesa dos micro-organismos quando submetidos ao es-
tresse fisico-quimico (TILBURY, 1992) e a origem da emisséo de luz
(TRUSHIN, 2003b, 2003c, 2003d). Aplicacdes praticas com 0 uso
dessas propriedades estao disponiveis com a medicao da biolumines-
céncia em micro-organismos com diversas finalidades, incluindo o
uso da bactéria Escherichia coli como bioindicador aplicado ao moni-
toramento ambiental (RODA, et al, 2004), a analise da coeréncia dos
fotons provenientes das células e a capacidade de distinguir os diver-
sos comprimentos de onda eletromagnética (BUDAGOVSKY, 2005)
e o estudo de comportamentos genéticos utilizando Escherichia coli
como modelo (LAAGER, et al, 2009).

Estudos de mecanismos luminescentes ja foram desenvolvidos
para deteccéo de coliformes com o uso de substrato quimilumines-
cente, em que a reacao ocorrendo com a enzima [-glucorosidase
proveniente da bactéria Escherichia coli é acompanhada pela lumi-
nescéncia (MATHEW; ALAGESAN; ALOCIJA, 2004). Pesquisadores
do Departamento de Satide Ambiental da Escola de Saide Publica
da Universidade de Michigan propuseram um método de deteccao
por meio de mecanismos bioluminescentes provenientes de reacoes
do ATP (adenosina trifosfato), mediante o isolamento da Escherichia
coli, por meio da técnica de separacio imunomagnética, sendo que
o método exige a utilizacao de aparatos para promover o isolamento
de bactéria e reagentes adicionais para a deteccéo da luminescén-
cia (LEE; DEININGER, 2004, MATHEW, ALAGESAN; ALOCIJA,
2004).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da técnica
biofotonica aplicada a0 monitoramento microbiologico de efluentes sani-
tarios, em funco da foton-contagem, provenientes da atividade metaboli-
ca dos coliformes, quando incubados em meio nutritivo a base de lactose

e lauril triptose.

Metodologia
Amostras de efluente sanitario

Os ensaios foram efetuados com amostras coletadas na esta-
cdo de tratamento de esgoto localizada no Campo Experimental da
Faculdade de Engenharia Agricola da Universidade de Campinas
(UNICAMP), Campinas, SP. As coletas de amostras foram efetuadas
na entrada e na saida da estacao de acordo com procedimentos des-
critos em Agudo (1988), com o intuito de aferir correlacdes entre os
padroes de emissao espontanea de luz nos testes de coliformes totais
e Escherichia coli como método aplicado ao monitoramento do trata-
mento de esgoto. As amostras de esgotos foram caracterizadas por
meio das seguintes variaveis: pH, fosforo, nitrogénio (nitrito, nitrato e
amoniacal) oxigénio dissolvido (OD) e demanda quimica de oxigénio
(DQO), todas elas avaliadas de acordo com Apha (1998).

Meios de cultura

Caldo presenca/auséncia com 29,5 g.L! de lauril triptose, 22,37 g.L'!
de lactose, 7,37 g.L'! de cloreto de sodio, 4,05 de fosfato de sodio di-hi-
drogenado; 4,05 g.L'! de fostato di-potassio hidrogenado, 0,147 g.L'' de
lauril sulfato de sodio, 9 g.L'! “Lab-Lemco Powder” e 15 g.L'! de peptona.
Meio EC com MUG contendo: 20,0 g.L! de triptona, 5,0 g.L"! de lactose,
1,5 g.L'! de sais biliares, 4,0 g.L'' de di-fosfato de potassio, 1,5 g.L'! de mo-
nofosfato de potassio, 5,0 g.L! de cloreto de sodio, 0,05 g.L! de 4-metil-
umbeliferil-B-D-glicuronidio MUG).

Ensaios-controle com cepa Escherichia coli

Os ensaios de controle positivo foram realizados com o uso de cepa
padronizada Escherichia coli ATCC 25.922.

Condicoes de crescimento

Colonias de Escherichia coli foram retiradas da cultura armazenada e
incubadas inicialmente em trés tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio
nutritivo a 37°C pelo periodo de 11h (overnight), permitindo que os micro-
organismos atingissem a fase estacionaria. Esse procedimento permitiu o
crescimento com densidade celular da ordem de 10%° - 10" células.mL™.
Apos o crescimento das células, efetuou-se o estudo da cinética de cresci-
mento da Escherichia coli, conforme Aneja (2004), por meio da medida da

densidade dtica em espectrofotometro com comprimento de onda fixado
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em 600 nm. Os parametros de controle foram: ntimero de geracoes n,
tempo de geracdo g medido em horas e taxa de crescimento R expressa em
h, de acordo com Madigan et al (2003).

Em intervalos de 30 minutos, efetuou-se a medida do oxigénio
dissolvido (OD) no meio pelo periodo de 6 horas com o uso de oxi-
metro para comparagdes entre o crescimento do micro-organismo, a

deplecio de oxigénio e as taxas de emissao de luz.

Camara de foton-contagem e acessorios

Para o acompanhamento dos padrdes de foton-contagem provenientes
das amostras, o experimento foi conduzido com dispositivo de fton-con-
tagem desenvolvido por Gallep et al (2005), que consiste em camara escu-
ra construida em aco inoxidavel com valvula fotomultiplicadora acoplada
(Hamamatsu’s inegrated PMT H7360), placa de contagem (Hamamatsu’s
counting board M8784), sistema de controle de temperatura, por meio de
fluxo continuo de fluido pré-aquecido controlado por circuito eletronico,
sendo que o dispositivo apresenta taxa de ruido de escuro de 192 + 22
contagem/10s (#/10s).

Testes biofotonicos com cepa de Escherichia coli

Os ensaios foram realizados com cepa previamente incubada em
meio EC e P/A, iniciando todos os experimentos com densidade o6tica
variando entre 1,26 e 1,62 (fase estacionaria). Aliquotas de 5 mL da
cultura do micro-organismo previamente crescido foram adicionadas
a 45 mL de meio nutritivo previamente aquecido em banho-maria
a 37°C. Apos a incubacdo da cepa, esta foi levada para a camara de
foton-contagem na temperatura de 37°C e tempo de incubacdo de 24
horas utilizando-se o aparato experimental construido para o desen-

volvimento dos testes.

Testes biofotonicos com esgoto doméstico

Em camara de fluxo laminar, 100 mL das amostras de efluente
eram assepticamente transferidos para 50 mL de caldo P/A, homo-
geneizando, o volume inoculado, totalizando 150 mL. O volume
inoculado foi conduzido para camara de foton-contagem com tem-
peratura fixada em 35,5°C. Apos 24 horas, amostra positivas (5
mL) eram retiradas da camara de foton-contagem e transferidas
para 45 mL do meio EC com MUG para o desenvolvimento dos
testes com coliformes termotolerantes, sendo a temperatura fixada
em 44,5°C.

Testes paralelos de contagem de coliformes

Para se obter a relacéo entre a densidade de coliformes presentes nas
amostras e a emissdo de luz, paralelamente aos testes biofotonicos foram re-

alizados ensaios com coliformes de acordo com metodologia que emprega

0 uso do substrato cromogénico (APHA, 1998). Os resultados obtidos fo-
ram comparados com os dados de foton-contagem, provenientes de todos
os ensaios biofotonicos, obtendo-se 0 ntumero mais provavel de coliformes

totais e Escherichia coli por 100 mL (NMP/100 mL) da cultura original.

Analise dos resultados e tratamento estatistico

Os resultados obtidos nos ensaios de féton-contagem foram analisa-
dos com base nos perfis temporais de f6ton-contagem com aquisicao de
dados a cada 10s e tempo de analise de 24 horas. Os resultados foram
descritos pelos parametros estatisticos soma, média, minimo, maximo e
desvio padrdo. Com o uso do programa matematico Origin Pro 8.0, foi
efetuada andlise dos comportamentos biofotonicos em funcdo da média
local (100 pontos adjacentes) de contagem, possibilitando realizar com-
paracdes entre os dados de contagem versus nimero mais provavel de
coliformes totais e Escherichia coli por 100 mL de amostra (#/10s versus
NMP/100 mL). Todos os experimentos foram realizados com cinco ré-
plicas permitindo a analise da estabilidade dos comportamentos obtidos

experimentalmente.

Resultados e discussao

Medidas de ruido com meios de cultura

Na Figura 1 sdo apresentados os padroes de emissio de luz provenien-
tes dos meios de cultura, importantes para diferencia-los do foton-conta-
gem proveniente das amostras bioldgicas testes controle com Escherichia
coli e testes com amostras de esgoto sanitario envolvendo coliformes to-
tais e Escherichia coli. Para o meio P/A, observa-se o aumento das taxas
de foton-contagem nos primeiros 40 minutos partindo de 658 #/10 s de
intensidade e atingindo pico 695 #/10 s. Posteriormente, as taxas decaem
estabilizando-se a partir de 7,2 h com taxas de foton-contagem em torno
de 241 #/10 segundos com pequenas oscilacoes de + 13 #/10 s. O meio
EC apresentou comportamento semelhante, no entanto com intensidades
menores: taxa de foton-contagem partindo de 276 #/10 s, chegando a 328
#/10 s, decaindo em seguida com tendéncia a estabilizacéo.

Segundo Vogel e Stissmuth (1999b), os meios de cultura comumente
utilizados para o cultivo de micro-organismos apresentam variedade de
peptonas, acticares e sais inorganicos que, quando submetidos ao processo
de esterilizacdo, podem gerar moléculas capazes de produzirem quimilu-
minescéncia com intensidades que variam de acordo com a composicao
do meio de cultura utilizado.

Na Figura 1(b), verifica-se que, em média, o meio P/A apresentou taxa
de 313 #/10 s, com desvios de = 195 #/10 s. Ja o meio EC ndo apresentou
grandes desvios entre os testes como ocorrido com o meio P/A, podendo
notar que as médias foram semelhantes, e os desvios ficaram em torno de
=33 #/10s.

Vogel e Sussmuth (1998a, 1998b, 1998b) obtiveram em seus ex-

perimentos comportamentos semelhantes aos da Figura 1(a). Os dados
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obtidos por aqueles pesquisadores revelaram que as emissoes sdo acom-
panhadas por comprimentos de ondas variando de 200 a 800 nm, com
75% das ocorréncias para faixas de 500 e 700 nm em que esta quimilumi-
nescéncia ¢ utilizada pelos micro-organismos no processo de crescimento

ao longo do tempo.

Comportamentos biofotonicos de Escherichia coli em
meio P/A

O perfil tipico de evolucdo do crescimento da Escherichia coli em meio
P/A, medido por meio de emissao de luz, é apresentado na Figura 2(a). Na
Figura 2(b) € descrita a cinética de crescimento, por meio da medida da
densidade dtica (DO) em espectrofotometro a 600 nm, comparando-se es-
sas medidas com os padrdes biofotdnicos do micro-organismo no processo
de degradacao do substrato ao longo das sete primeiras horas de ensaio.
E possivel notar a répida ascensio da curva que apresentou fase lag de

aproximadamente 30 minutos (DO = 0,22 = 0,011), sendo acompanhada
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posteriormente do crescimento exponencial pelo periodo de 4h até a den-
sidade otica de 1,18 = 0,014, iniciando a partir de entdo a estabilizacio
da curva (DO = 1,2 = 0,014), indicando assim o aparecimento da fase
estacionaria.

Os padroes de emissao de luz pela cepa em meio P/A seguiram, em
parte, as mesmas caracteristicas relatadas por Vogel e Stussmuth (1998a,
1999a), demonstrando menores incidéncias nas taxas de foton-contagem
em relacdo ao ruido do meio de cultura. Esses resultados podem estar asso-
ciados com a capacidade dos micro-organismos em reduzirem o ruido do
meio por meio de mecanismos que Popp e Klimek (2007) denominaram
de “Photon Sucking”. Analisando os perfis de emissio de luz, observa-se que
os testes 102, t03, t04 e t05 apresentaram reprodutibilidade nos comporta-
mentos, diferindo apenas do teste tO1 que apresentou féton-contagem mé-
dia inicial maior que 700 #/10 s, decaindo posteriormente a taxa média de
350 #/10s até o periodo de 6 horas. Apos esse comportamento, verifica-se
que a curva se aproxima das demais. Durante a fase exponencial, observa-

se 0 aparecimento de concavidades nas curvas pelo periodo de 45 minutos
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Figura 1 — Quimiluminescéncia proveniente dos meios de cultura P/A e
EC: a) média dos 100 pontos locais; b) pardmetros estatisticos de trés
ensaios envolvendo foton-contagem com base na soma, média e desvio
padrao dos ensaios.

Figura 2 — Taxas de f6ton-contagem de Escherichia coli em meio P/A com
base na média dos 100 pontos locais (100#): a) medidas de cinco ensaios
efetuados com duragao de 24h de andlise; b) ampliagao das sete primeiras
horas de ensaio comparando com as médias e desvios padrdo da cinética
de crescimento medida através da absorbancia em espectrofotometro.
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(DO =0,175%0,018) a 2,5 h com densidade 6tica de 0,733 = 0,032. Em
seguida, as taxas de foton-contagem se estabilizam até cruzarem a curva
do ruido e, a partir de entdo, nota-se 0 aumento das emissoes de luz no
sistema.

Por meio dos parametros de crescimento pode-se obter a relacao entre
o desenvolvimento da cepa e a evolu¢do das taxas de foton-contagem ao
longo do tempo. A Escherichia coli atingiu em média 5,78 geracdes com
desvios de = 1,13 geracdes no intervalo de 7 horas de crescimento, com
tempo de geracdo de 1,23 = 0,24h e taxa de 0,82 = 0,16h; todos esses
parametros sdo acompanhados pela variacio das taxas de foton-contagem
a0 longo do tempo. Na Tabela 1 encontram-se as estimativas de Escherichia
coli dos cinco testes realizados com densidade celular de ~10'° NMP/100
mL, sendo possivel verificar também a soma das foton-contagens obtidas
em cada teste e os valores minimos e maximos ao longo de todo o experi-
mento; nota-se que diferentes densidades de micro-organismos sio acom-
panhados por diferentes taxas de foton-contagem.

Comparando-se os cinco ensaios efetuados, nota-se o total de conta-
gem apresentou um padrao da ordem de 10° #/10s. As analises estatisticas
dos experimentos controle demonstraram que em geral, os minimos de
féton-contagem oscilaram entre 211 e 247 #/10s, a0 passo que as incidén-
clas maximas variaram em torno de 466 e 668 #/10s, exceto no teste t01
que apresentou maximo de 1526 #/10s.

Trushin (2003a) relatou comportamentos proximos aos aqui apresen-
tados, com pequenas diferencas, pois aquele autor obteve taxa de cres-
cimento de 0,769 = 0,032h para Escherichia coli cultivada em meio LB.
Ja o tempo de geracdo foi de 1,357 = 0,088h quando a mesma cepa foi
cultivada em meio M9, levando Trushin (2003b) a concluir que esses com-
portamentos sao governados pela distribuicdo normal do ponto de vista
estatistico.

Com o intuito de verificar relacdo entre o crescimento da cepa e a
deplecio de oxigénio dissolvido (OD) no meio, foram efetuadas medidas
de OD ao longo das primeiras 6 horas de experimento, instante este em
que a concentracao atingiu o patamar proximo de zero. Os dados iniciais
apresentaram valores médios de 2,70 = 0,30 mg.L"!, decaindo para 0,25
+ 0,03 mg L apds 2 horas de ensaio e chegando a 0,09 = 0,01 mgL", 6
horas apés o inicio dos experimentos. Tal comportamento se assemelha
também aos dados obtidos por Tilbury e Quickenden (1987a, 1987b) e
Tilbury (1992). As observacdes desses autores evidenciam que existem
duas fases caracteristicas de foton-contagem que envolve a fase exponen-
cial de crescimento e a fase estacionaria. Na fase exponencial ocorre o
aparecimento de emissoes que sio acompanhadas por comprimentos de
onda que variam de 210 a 330 nm e na regido do visivel (450 — 620 nm),

com intensidades diferindo em pequenas proporcoes. A fase estacionaria

compreende unicamente ao espectro visivel com comprimentos de onda,
variando também de 450 a 620 nm.

Analisando em conjunto os dados de f6ton-contagem na Figura 2 e os
valores de oxigénio dissolvido, é possivel atribuir duas regides associadas
aemissao de luz por Escherichia coli: uma delas em condicoes de aerobiose
e outra associada a baixas concentracées de oxigénio. E sabido que a fase
aerobia permite a oxidacdo completa da glicose em dioxido de carbono,
consumindo seis moléculas de oxigénio e produzindo 38 de moléculas
adenosina trifosfato (ATP) (CARLSON; SRIENC, 2004). Na auséncia de
oxigénio, ocorre a fermentacdo da glicose com a producio de compostos
como acetato, formato e lactato, em que a via anaerobia com maior efici-
éncia ¢ capaz de produzir até trés moléculas de ATP, uma de acetato e duas
de formato por molécula de glicose fermentada, refletindo rendimento de
aproximadamente 0,5 mol de ATP para cada mol de carbono de glicose
consumida (CARLSON; SRIENC, 2004). Somando essas duas fases, os
perfis biofotdnicos sio acompanhados pelas variacdes nas curvas ao longo
das 24 horas de andlise. Revela-se, dessa forma, o potencial da técnica bio-
fotonica, que pode fornecer evidéncias dos comportamentos energéticos
na obtencdo e consumo de nutrientes pelos micro-organismos.

A comparacao entre os padroes de emissao de luz nos ensaios controle
com os dados descritos por Trushin (2003a) e Tilbury (1992), bem como a
analise em conjunto dos padrdes estatisticos de foton-contagem e de cres-
cimento do micro-organismo, permitiu a validacao do método para que

ensaios com efluente sanitario fossem efetuados.

Comportamentos biofotdnicos em amostras de
esgoto sanitario

Na Tabela 2 sio apresentados os valores médios dos parametros fisicos
e quimicos monitorados no esgoto bruto e tratado.

Os comportamentos biofotonicos envolvendo efluente sanitario apre-
sentaram padroes de foton-contagem semelhantes aos ensaios controle.
No entanto, nos patamares de emissdo foram observadas mudancas nos
testes realizados com efluente bruto (Figura 3). Comparacoes efetuadas
com os ensaios controle revelaram que em todas as amostras as taxas de
emissao se elevaram acima do ruido do meio de cultura apos seis horas do
inicio dos ensaios, de forma semelhante aos comportamentos apresenta-
dos na série com densidade média de 10'° NMP/100 mL com Escherichia
coli. Esse padrao foi observado tanto nos ensaios com efluente bruto como
nos testes efetuados com efluente tratado.

A andlise da estatistica de foton-contagem juntamente com as medidas
das concentracoes de OD no meio (variacoes de 0,40 a 4,00 mg.L*), reve-

laram que nos ensaios efetuados com maiores concentracdes de oxigénio

Tabela 1 — Comparagao entre os dados biofotdnicos e a densidade celular de cinco réplicas experimentais envolvendo Escherichia coli em meio P/A

Teste Minimo #/10 s Maximo #/10 s S #/10s NMP/100 mL
t01 247 1526 3,27 x 108 8,80 x 10
102 233 668 2,82 x 108 6,90 x 10'°
103 217 543 2,83 x 108 1,00 x 102
t04 211 493 2,64 x 10° 6,10 x 10
t05 221 466 2,76 x 10° 9,00 x 10'°
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inicial, as curvas biofotonicas apresentaram decaimento mais rapido em
relacdo aos testes com menores concentracdes. Esse comportamento foi
verificado nos testes t01 com OD inicial de 2,45 mg.L'*, na Figura 3a (es-
goto bruto), nota-se que a curva de emissio de luz decresce rapidamente
quando comparada com as demais. Ja no teste t03, observa-se um tempo
relativamente maior de queda da curva e o aparecimento de picos de emis-
séo de luz. Ambos os ensaios foram seguidos pela variacio na concentra-
¢do dos micro-organismos conforme pode ser verificado na Tabela 3. Na
Figura 3c (esgoto tratado) verifica-se que o comportamento foi semelhan-
te, onde nos testes t01 e t03 com OD inicial igual a 6,65 e 5,72 mg.L'!,
respectivamente, as curvas de emissao de luz decresceram rapidamente em
relacdo aos testes t02 e t04.

Em média a concentracio de OD final ap6s 24 horas de ensaio foi de

0,21 = 0,02 mgL"! refletindo diretamente no comportamento das curvas

Tabela 2 — Caracterizacéo fisica e quimica do efluente sanitario

Esgoto sem tratamento

Parametros fisico-quimicos Média (mg.L")

Desvio padrao (mg.L?")

de foton-contagem, ou seja, estas com incidéncias médias de 285 #/10s.
Comparando-se novamente estes comportamentos com aqueles obtidos
nos ensaios controle, comprova-se que o oxigénio influencia na emissao de
luz pelos micro-organismos. Contudo, mesmo para baixas concentracoes
de oxigénio, é possivel detectar os fétons emitidos como comprovados nos
experimentos.

Os padroes de emissao de luz no meio EC seguiram os apresentados
no meio P/A, com incidéncias iniciais decaindo rapidamente até o nivel
de ruido, podendo isso, novamente, estar associado a capacidade dos
micro-organismos em absorver o ruido do meio de cultura, como pode
ser observado nos instantes t = 1 até t = 6 h. Posteriormente, as amostras
apresentaram elevacio nas taxas de foton-contagem, mais intensamente
nos ensaios efetuados com esgoto tratado (Figura 3d), onde a partir do

momento em que a curva cruza o ruido em sentido ascendente, ocorre

Esgoto pos-tratamento
Média (mg.L") Desvio padrao (mg.L")

pH 8,23 +0,37 7,41 +0,08
oD 2,28 + 1,80 5,70 + 0,96
NH, 43,06 + 6,31 31,93 + 6,27
NO, 0,40 + 0,60 0,20 +0,17
NO, 2,00 + 3,46 1,33 +0,57
P 7,76 +2,25 2,08 +0,16
DQO 215,62 + 104,58 40,90 + 11,06
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Figura 3 — Padrées de emissao de luz em meio P/A e meio EC: a) curvas biofotnicas com esgoto bruto incubados em meio P/A a 35,5°C; b)
incubagcao em meio EC com MUG a 44,5°C para testes com Escherichia coli efetuada com amostra de esgoto positivada em meio P/A apds 24h; c)
comportamentos provenientes de esgoto tratado em meio P/A e d) amostras de esgoto positivadas incubadas em meio EC com MUG.
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Emissao espontanea de luz em ensaios de colimetria

elevacio das taxas de foton-contagem, partindo de 266 #/10 s e elevando-
se até o final do experimento.

Investigacoes realizadas por Tilbury (1992) apontam que quando
ocorre participacdo de oxigénio, este contribui para que a emissio de luz
seja observada, pois mecanismos de reacdes de oxidacao podem conduzir
a emissdo no espectro visivel devido a decomposicao de peroxidos lipidi-
cos, processos de formacao de estados eletronicamente excitados, confor-
me a Equacio 1, em que o grupo carbonila ou o oxigénio podem formar
tais estados.
2>CHOO a >C=0+>COH + O, Equacao 1

Além da Equacao 1, moléculas de oxigénio singleto podem contribuir
para emissdo secundaria, em que um provavel mecanismo de formaczo é
descrito na Equacdo 2.
>C=C<+0,(1Na0--0a>C=0* Equacio 2

Outras evidéncias apontam para mecanismos envolvendo enzimas na
cadeia respiratoria de Escherichia coli na regidao da membrana que € rica
em lipideos. Essa riqueza associada a presenca de moléculas de oxigénio
singlete leva a decomposicao de peroxidos lipidicos, conforme a Equacao
1, que tendem a ser removidos pela reacao com lipideos insaturados, im-
plicando a formacdo de grupos carbonilas excitadas conforme a Equacao
2 (TILBURY, 1992).

A elevacdo da temperatura nos testes com meio EC provocou altera-
¢des no comportamento das curvas com Escherichia coli, sendo que as ele-
vacoes das taxas de foton-contagem se manifestaram nos testes com esgoto
bruto e esgoto tratado (Figuras 3b e 3d). Essas mudancas de patamares de
emissao de luz estao de acordo com experimentos efetuados por outros
pesquisadores, que também encontraram variacoes nos padroes de foton-
contagem em func¢do da temperatura (TILBURY; QHICKENDEN, 19874,
TILBURY, 1992).

Analisando os resultados apontados na Figura 3, e com base na soma
do total de contagem disponiveis nas Tabelas 2 e 3, torna-se evidente que
0 processo de emissao de luz pode ser observado mesmo em baixas con-

centracdes de oxigénio. Esse fato ¢ elucidado, principalmente, com a cepa

com densidade média de 10'© NMP/100 mL, que consumiu rapidamente
o oxigénio disponivel no ensaio controle e, posteriormente, comprovado
nos ensaios efetuados com esgoto bruto e esgoto tratado.

Obviamente, as mudancas de comportamento apresentadas nas séries
com esgoto bruto e esgoto tratado estao relacionadas com a presenca de
micro-organismos no meio, pois as diferentes densidades de coliformes
totais e Escherichia coli encontradas nessas amostras influenciaram direta-
mente nas conformacoes apresentadas pelas curvas de emissio de luz.

Foram constatadas correlacdes entre o crescimento de coliformes e as
taxas de foton-contagem. Observa-se que a medida que ocorre variacio
da densidade de coliformes, esta é acompanhada por diferentes taxas de
foton-contagem. Por exemplo, no teste t02 com esgoto bruto (9,90x107
NMP/100 mL de coliformes totais e 4,65x10° NMP/100 mL de Escherichia
coli) e no ensaio t03 (com 6,83x107 NMP/100 mL coliformes totais e
1,00x10" NMP/100 mL de Escherichia coli) verifica-se que os comporta-

mentos foram semelhantes.

Conclusoes

A reducdo nas contagens de coliformes totais e Escherichia coli em
amostras de esgoto bruto e tratado foi acompanhada pela variacdo nos
padrdes de emissdo de luz.

Os resultados obtidos sao interpretados como indicativos do potencial
de aplicacdo dos fendomenos biofotdnicos ao monitoramento de efluentes
sanitarios, com o emprego de técnicas de reposta rapida.

Sugere-se que tal potencial deva ser explorado em outras matrizes am-

bientais, tais como dgua bruta e dgua tratada para consumo humano.
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Tabela 3 — Pardmetros biofotdnicos com base na soma dos pontos totais e densidade de coliformes totais e Escherichia coli em amostras de esgoto

sem e com tratamento

Série de experimentos Testes el %g:gf Ll
t01 2,33x10°
t02 2,60 x 108
t03 2,27 x 108
Esgoto sem tratamento 104 232 x 108
t05 2,11 x 108
Ruido 1,88 x 10°
t01 1,97 x 10°
t02 2,17 x 108
t03 2,07 x 108
Esgoto com tratamento 104 209 x 10°
t05 1,81 x 10°
Ruido 1,90 x 10°

S #/10s Coliformes totais™ Escherichia coli*
EC + MUG 44,5°C* NMP/100 mL NMP/100 mL

2,43 x 108 1,58 x 107 5,20 x 108
2,19 x 10° 9,09 x 107 4,65 x 10°
2,31 x 108 6,83 x 107 1,00 x 107
2,31 x 108 1,75 x 107 5,20 x 108
2,14 x 108 1,71 x 107 4,10 x 10°
1,81 x 10° 0,00 0,00
2,67 x 10° 1,45 x 10° 1,08 x 10°
2,34 x 108 2,04 x 10* 1,00 x 10*
2,57 x 10° 1,31 x 10° 9,60 x 10°
2,32 x 108 1,85 x 10° 3,10 x 10*
2,28 x 10° 5,20 x 10* 2,00 x 10*
1,85 x 10° 0,00 0,00

*3 #/10s refere-se a soma do total de féton-contagem/10s (#/10s) ao longo de 24 horas de ensaio.
**Medidas efetuadas com substrato cromogénico paralelamente aos ensaios conforme APHA (1998).
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